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Produksi gula dari bahan baku pati masih diperlukan untuk 
m ncdkupi kebutuhan gula di Indonesia. Oi industri, konversi 
p ti mnjadi glukosa dikerjakan secara enzimatis. yang melibatkan 
g ukoamilase. Dalam hal ini enzim dapat digunakan dalam bentuk 
1 rut (mobil) atau bentuk tidak larut (amobil). 

Pemakaian enzim amobil merupakan terobosan baru yang 
s dang berkembang saat 1n1 karen a sangat ekonomis, yaitu 

mungkinkan penggunaan ulang enzim dan proses konversi seoara 
nambung. Salah satu cara pembuatan enzim amobil yang mudah dan 
an bagi enzim, adalah pengikatan enzim secara ionik pada resin 
ng harganya mahal dan sukar didapatkan. 

Sentonit merupakan tanah lempung yang murah dan mudah 
d peroleh, dapat memiliki sifat seperti "resin bila diaktivasi. 

Penelitian ini bertujuan menentukan perlakuan dan kondisi 
o timum untuk pengikatan glukoamilase pada bentonjt, dan 

eliti kemampuan glukoamilase amobil ~ang diperoleh dalam 
ghidrolisis patio 

Oilakukan tiga cara aktivasi bentonit, sehingga diperoleh 
a jenis bentonit. yaitu bentonit aktit (berkemtmpuan 
gadsorpsi secara fisik), bentonit penukar kat ion B-NH4 dan 
+ (berkemampuan mengikat secara ionik). Kemudian dilakukan 
tak antara bentonit yang telah diaktivasi dan glukoamilase 

kondisl-kondisl (pH, konsentrasi, suhu, lama kontak) yang 
(. . 

/ 
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tervarias i untuk penentuan kondisi optimumpya. Sete lah dl 1altukan 
ontak benton it dan amilase pada kondisi optimum tersebut, maks 
lukoamllase amobil yang diperoleh dilskukan uji kekuatan ikatsn 
an uji kemampuan menahidrolisis pati o 

Kesimpulan dari hasil penelitian lni adalah ( 1) bentonit 
dapat digunakan sebagai materi pendu~ung untuk glukoamilase 

mobil dalam bentuk pqnukar kat ion 8-H. (2 ) Kond isi oPti~um 
engikatan bentonit dan glukoamilase adalah: pH 5,5; suhu 25 C, 
ama kontak 30 meniL . (3) Kolom gluk oamilase amobil yang 

dipe roleh ( berukuran tinggi 1 em diameter 2,5 e m ) memiliki 
) emampuan menQkonversl pati menjadi ~uln dengsn derajat konversi 
1 .BB X. 

Disarankan agar meneliti panjang kolom glukoamil ase 
obil yang dapat mengkonversi pati menjadi guls dengsn dersjat 
nversi 100 ~ . kemudian mengembangkan metode ini untuk skala 

1 dustri. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1 1. Lalar belakanQ masalah 

Konsunsi Itula di Indonesia Ilelebihi kapasital5 

p oduksinya. disebabkan olch terbatasnya areal yanlt sesuai untuk 

t naman padi . Pemerintah berusaha menoukupi dengan jalan impor 

g lao Tahun 1980 inpor Itula neneapai 500 . 000 t o n, denQan b e sar 

s bsidi Rp 70.- per kQ. Oleh karena itu sangat porlu didir ikan 

p brik-pabr1k QuIa non sukrosa. nisal QuIa dari bahan baku pati 

( Tjokroadlkusumo. 1988 ). 

Konversi pati Ilenjadi glukosa dapat diseleng garakan o leh 

e zin. KeuntunQannya, roaksi enzinatis berlangsunlt pada kondisi 

1 nak (suhu rendah, tidak perlu suasana yang 5angat a5am ) dan 

s lektif sehingga reaksi samping tidak terjadi, maka kua l itas 

p oduk h i drolisi s jauh lebih baik d i b a nding hidrolis i s 

II. nggunakan asan ( Tjokr oadikusuno, 1986 ). 

Oalam Gua t u prosel5 pr od uk s i S8ea ro enz imat i s, cnzi m 

d pat digunakan d a lam bentuk t e rlarut (mobil ) a tau bentu k t i d ak 

1 rut ( anobil). Be ntu k en z im a mobi l meru pakan te r o bosan ba ru 

y ng sed a ng di kemb a ngkan saat in 1 ( Wise man , 1985) , 

Ap abila d igunakan g l ukoamilas e ben tu k t e rlaru t , p r oses 

h drolisis pati harus s e eara b a Lc h ( be.rtah a p ) sehingga p rod u k 

h drolisis (glukosa ) nasih ber e anpur d e ngan e nzim . maka 

d ' perlukan tahap non aktivasi ~ perusakan ) en zim , yang dilaj u tkan 

d naan tahap pe~urnian alukosa . Care demikinn t idak ekonom i s . 

A apun penagunaan slukoanilase ben t uk a mob il memungk i nkan proses 

1 
MIL j K 

PERPUSTAKAAN 
UNIVE RSITAS A1KLANGG 

SUR ~ BAYA 
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2 

inambung, sehingga produk hidrolisis Iangsung murni dan enzim 

idak periu dirusak sehingga dapat dipakai berulang kali. Proses 

inambung juga penting untuk kestabilan enzim. karena enzim 

terendam / terkontaminasi oleh produk (Wiseman, 1985). 

Salah satu oara pembuatan enzim amobil yang mudah dike-

adalah pengikatan enzim seoara ionik pada materi penduku

berupa polimer tidak larut air: Selama ini yang banyak 

ipakai adalah resin, suatu scnyawa semi sintesis yanQ harganya 

angat mahal (Chibata, 1978). Oleh karena itu dioari senyawa pe

dukung lain dengan kemamp~an serupa yang barasal dari sumber b

han alamo -Dengan demikian harga enzim amobil, khususnya gluko

milase amobil dapat ditekan, dan ongkos produksi gula dari pati 

skala industri dapat bersaing dengan produksi gula tebu. 

8entonit adalah lempung yang mengandung 85-90% monmori-

terdapat berlimpah di Indonesia dan murah. Permukaannya 

dapat berkarakter kationik atau anionik tergantung oara pengak

tifannya (Setiadji,19B9). Sifat serupa juga dimiliki oleh enzim, 

sebagai protein globular yang berupa elektrolit, makromolekul 

i permukaannya dapat bermuatan positif atau negatif tergantung 

ndisi pH. Pada pH di bawah pH isoelektrik enzim bermuatan pos

if, sedang di atas pH isoelektrik enzim bermuatan negatif. Si

t demikian memungkinkan bentonit dipakai sebagai pendukung un

k amobilisasi enzim yang muatannya oerlawanan meialui ikatan 

n. Faktor penting dalam amobilisasi di sini adalah pH optimum 
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nz1m, yaitu pH yan~ 106n- mendukuns enzim bersktivitas maksimu

. Untuk ~luko8ni18se anobil memiliki pH optimum sekitar 5,5 ( 

-6 ), 

.2. Perumusan Hasalah 

Dari latar belakanQ masalrth yang te}oh diuraike.n timbul 

ermssalahan sebagai berikut . 

1. Dapatkah bentonit digunakan sebagoi materi pendukung untuk 

amobilisasi glukoamilase ? 

2. Pada kondisi (pH , suhu, konsentrasi glukoamilase, dan bentuk 

bentonit) bsgainana days ikat bent onit t e rhadap Slukoamilase 

maksilllsi ? 

3 Bagaimana kemampuan Slukoamilase am abil yang diperoleh da1am 

menQhidrolisis pati seoara sinambung 7 

2 3. TuJuan ponolll1an 

Penelitian Ini bertujuan untuk menentuk an 

1 kondisi optimum (pH, 5uhu , konsentrasi glukoamilase. dan 

bentuk bentonit ) yang memberikan daya ikat maksimal ant a ra 

bentonit dan glukoamilase 

2. kemampuan glukoamilase amobil yang 

men~hidroli5is patio 

dipero le h dalam 
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I 

2. 4. Hanfaal Penellllan 

Penelitian ini dapat dikembangk an untuk produksi gula 

n n-sukrosa di Industri, untuk memenuhi kebu tuhan gula dari 

s mber dalam negeri. 

, 
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Glukoamilase 

BAB II 

TIHJAUAH PU5TAKA 

, 

Glukoamilase. disebut juga amiloSlukosidase, termasuk 

nis ami l ase yang bekerjanY8 menghldrolisis ikatan glikosidik 

1,4 dari ujung non-pereduksi ( exoenzyme) secsrs berurutan, 

s hingga dibebaskan unit-unit glukosa. Dapat menghidrolisis dan 

m lewati ikatan glikosidik 0-1,6, aleh karen a itu diperoleh 

p oduk akhir glukosn secsrs kuant itatif. Karena bekerja hanya 

p da baSian ujung mole kul, maka penurunan kek enta l an larutan 

s bstrat terjadl S808rs lambat, sedans produksi gula pereduksl 

b r!angsung cepat (C rueger dan Crueger, 1984 ). 

ujuni pereduksi 

G mbar 2.1. Skema mekanisme hidrolisis pati aleh amilase 
( Cruege dan Crueger. 1984 ) 

01-81111 1 858 +-- --'0 gluko8mi lase 

~---6 ~-anilase +------:x enzim pemutus cabang. 

5 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LP Optimasi Kondisi Amobilisasi Glukoamilase Menngunakan Padatan Pendukung 
Bentonit Bentuk Ion Untuk Konversi Pati Menjadi Glukosa  

Afaf Baktir



6 

Glukoamilase jarang ditemukan dslsm bakteri. Dihasilkan 

o eh beberapa ~enera fun~i. Secara konersiil didapat dari ASp9r-

6lLLus nl69r. A. oryaaq, A. awamori. Rhiao pus niV9US, R. del9mar, 

R jormosaqnsis. R javanicus serta genera Endornyces C Wiseman,. 

1 79 ) . Glukoamilase dari ASp9r6ilLus paling termostabil, me

m unyai temperatur optimum 600 C (pads Umumnya amilase 550 C). Pa

d suhu di bawah 60°C sukar sekali mencegah pertumbuhan mikr oba 

I in dalsm csmpuran reaksi. Karena pertimbangan ini maka gluk oa

nl lase dari Asper6ll lus paling unggul di pssaran ( Priest, F. G. 

1 64 ). 

Glukoamila5e adalah glikoprotein . Glukoamilase A. nl8er 

d n R. d~l9mar men~andung 13:< karbohidrat. Berat molekul 

b rkisar 60.000- 100.000. Dilaporkan pula bahwa glukoamilase 

l20pUS dan Asper8illus mengandung manosa-, glukosa, galaktosa 

d n a5am uronat ( Wiseman, 1985 )_ 

Kadang-k adan g satu strain menghasilkan beberapa 

i oenzim ~lukoamilase. Kemungkinan juga tcrjadinya isoenzim ini 

k rena modifikasi enzim solama proses fermentasi tiga jenis 

g ukoamilase, akibat kerja protease dan ,glikosidase yang 

t rdapat pads kondisi eksperimen. Satu dari ketiga glukoamilase 

t rsebut dspst menghidrolisis pati jagung yang masih mentah, 

s dang dua yang lain hanya bekerja pads molekul psti yang telah 

d gembungkan dengan pemanasan (Crueger dan Crue,ger, 1984 ). 

Kualitas spora yang digunakan sebagai inokulum 
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m mpengaru h i pcrolehan enzim dalam produksi Qlukoamilase dari A. 

n 6er. Bila spora diproduksi pada medillm agar yanQ kaya 

s plcmen ( m1salnya dibubu hi ekstrak malt). ke c epatan pemben tu knn 

g ukoamilase akan he rkurang pada tiap kali transfer (setelah 

e am kal i transfer. hanya tertinggal 50 X dari aktivitas enzim 

s mula) sedang pembentukan spora tidak menurun. Hamun bila spo ra 

i okul um diproduksi pada medium minimal. kecepatan pemben tu kan 

e zim tetap pada tiap kali transfer, sedang pembentukan spora 

m nurun. 
, 

Hal yang menarik pada keb,nyakan glukoami laee adalnh 

k mampuannya menyerang dan me nghidrolisis granulk-granu l pati 

y ng masih mentah. Haka kemungkinan hidrolisis pati tanpa ta hap 

g latinisasi pada temperatur tinggi. Dalam industri hal in i 

d pat mengurang i ongkos tinggi karena penggunaan energi yang 

b rlebi h ( Priest. 1984 ). 

Lempung 

Lempung merupakan bagian penting dari tanah yang b~rupa 

s nya~a dari alumina dan silika sebagai bentuk mineral 

b rsama-sama dengan senyaw a organik didalam tanah yang merupal<an 

u su r pokok yang berpengaruh dalam kebanyakan sifat kimia dan 

f is iko tonah. Lempung menyusun 35 X lebih tekstur tanah . 

Ada dua golongan l empung yakni : 

1. lellpung jenis silikat yang terdapat di daerah sedang (pada 

daerah portanian yanQ luas /dan moju) 
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2 . golongan lempung hid rat okisda besi y a ng ada di daerah tr opik 

dan sOll'li tropik, 

Lempung silikat berupa individual koloid yang terdiri 

da i bentuk lempeng - l empeng, yang satu 58ma la i n memb entuk 

I s isan-lapisan besar. dan bentuk satusnnya tergantung pada 

su unan mineral dan teflpat terbentuknya . Tiap bu t ir lempung 

to susun olch sejumlah bessr ke&atuan unit struktur sopertl 

I e pung o Butir hablur individ ual di s ebut mi sel atau inti . 

La isan kat ion yang menysusn permuk8 s n bu ti r lempung ds pat 

be gshuns dongan sejulI'Ilah lI'I o leku l a ir. Ka rona ka t i on i n i dapa t 

te rhidratasi. akib~tnya lembung silika banyak mengandung air 

ya g tertambat di an tara lapis-l ap is yang menyus un s ustu mi s el 

I e pungo 

G bar 2 . 2. Hablur lempung berbentuk bilah yang terdiri dari 
permukaan l ua r dan dalam 

Butir-butir lempung merupakan s i s tem yang t erdiri dari 

d a bag ian yang berlainan yaitu 

1. misel yan~ relati! besar dan tidak larut 

2 . kumpulan kat ion yan~ terikat tidak kuat 

K ion-kat ion ini lIudah di~ant 'ikan oleh ion-ion l~in, yang 
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sebagai pertukaran ion. 

Tanah lempung dianggap mempunyai bentuk amorf. dengan 

atau mikroskop elektron menunjukkan bahwa 

bersifat hablur. Atas dasar sifat hablurnya 

menjadi 3 golongan lempung, yakni kaolinit, 

hidrat mika. 

seperti lempeng, tersusun atas hablur pipih, satuan ini 

dari lapisan yang berganti-ganti yakni lapisan alumina 

silika. Kedua lapisan satuan kaolinit satu sama lain 

atom oksiSen yang terbagi sei~bang oleh atom silika 

dalam lapisan mereka masing-masing. Kesatuan in1 

elanjutnya diikat lebih kuat oleh penshubung oksiSen h1droksil. 

kibatnya kisi itu dalam keadaan tidak mengembang, biasanya 

p ngembangan terjadi jika 1empung dibasahkan. Kation dan air 

ke ruang antara satu satuan mise1. Jadi 

rmukaan efektif kao1init terbatas pada permukaan luar, dan 

nunjukkan rendahnya kemampuan kao1init mengabsorbsi kation. 

olinit tidak rnudah pecah menjadi lapisan tipis karena satu 

s rna lain sangat kuat terikat. 

blur seperti keping tersusun atas kesatuan hablur, terdiri 

dua lapisan ya1tu 1apisan silika dan lapisan alumina, serta 

oksigen yang terikat erat di antara lapisan tersebut. 

S tuan struktu.r satu salla la'in terikat besi tu longgar oleh 
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en~hubunQ oksi~en yang 6an~at lemah, seh i ngga kisi hab l u r 

aparti puputan yang nen~embang sangat mudah, akibatnY8 pe c ah 

enjadi butir-butir yang besarnya mendekati satuan - satuan 

truktur tung"al yang berukuran diamet~r 0,01 sampai 1 mikron . 

ation dan molekul air dapat bergerak d i an t arn satusn hab lu r 

uonmorilonit. Pada permukaan luar junlah bu t ir an jauh lebih 

eser daripada permukaan dalam. Pe rrnuk a an deism juga bermua t an 

egatif. sehinggamemiliki kemampuan mengadsor psi kat i on tings i. 

uas perrnukaan dalam jauh melebihi permukaan hablur luaf, kedu8 

al tersebut mengakibatkan kemampuan pe rtukar an kat ion me nj adi 

asar. 

.-
• 

• 
• 
• 
'.-

.-, 
• 

Gambar 2.3 . Struktur lempun~ monmorilonit 
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G Ion an Hidrat mlka rlit 

S sunannya mirip monmorilonit. Butir-butirnya jauh lebih besar, 

d n 15 X silikon yang terdapat pada lapisan silika diganti oleh 

a uminiun. Valensi yang terjadi pada penggantian ini sebagian 

b sar diilllbangi olch kalium 'yang terletak diantara satuan 

h blur. Sifat-sifat hidratasi, ads orpsi ion, IIlcngembang, 

b rkerut, danplastisitas yang mudah didisp e rsikan berkembang 

k rang kuat daIalll ilit. Ukuran dan besarnya te rletak di anatara 

k olinit dan monmorilonit . BanQun satusn hablur mirip soperti 

10 nmorilonit, Iapisan oktahedral di antara dua lapisan tetra 

h dral ( silika). Ion kalium diikat erat di an t ara satuan hablur 

y ns menyebabkan tipe struktur mineral menjad i kuat, hal ini 

m nShalangi gerakan air dan kat ion memasuki ruanS antara satuan 

h blur. Karena itu perlllukaan dalam dan kemampuan pertukaran ion 

p da illit jauh l eb i h keeil dar i pad a monmori ionit . 

2 2 .1 . Lempung akl i f sebagai r esin pen ukar ion 

Sebasai bahan tanah, lempuns mengandung senyawa alumina 

s liks h i drst. Kandungan senyawa alumina siliks hidrat dalam 

1 IIlpun~ dapa t dilllanfaatkan untuk dio l ah lIlenj~di sonyawa alumin a 

s Ii ks l ainn ya, seperti zeo l it , bentonit, fel s par, kaolin dan 

b han - bahnn kinin lainnya. (Burhanuddin, 1986). , 
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Lompung yanQ mula-mula amorf, pada proses aktivasi akan 

erubah menjadi bentuk kristnl yang lebih sempurna dan mempunyai 

ekristalan yang tinggi, hal ini mengakibatkan ukuran partikel 

ertambah besar ( Sambang, laBS ) . Sebsgai penukar ion yang 

fektif harus mempunyai sifat-sifat 

luss permukaan yang bosar 

kapasitas pertukaran ~ang tinggi 

3. stabil , tahan secara fisik dan kimia 

4 . mudah dlrege nerasi 

Lempung sangat murah dan mudah d idapatkan, 

m nQandunQ senyawa alumina si11ka yang mampu mengikat kat ion dan 

a ion seperti halnya guQus 8sam dan bas a pndn resin. Lempung 

y ng sudah diaktifkan mengandung silika 62,6 4 X dan alumina 

4 . 06 % yang lersusun dal am st ruktur 

o ____ 0 '--"'" 0 
....... Si - - Al ------

0 / --- 0 0 ..-- ----- ·0 

Atas dasar struktur tersebut maka kerapatan elektron 

p da Al sanQat besar sehingga pos isi ini sangat elektronegatif. 

s hingsa katien-kation yang terlarut dalam air akan terikat . 

K rapatan elektron pada 5i sansat keeil bah kan posisi in1 

s. ngat elektropositip sehingga diharapkan anion-anion , yang 

t rlarut dalam air akan terikat. 

Helihat sifat lempuns ak t if. yang an t ara la in mempu nyai 

d ya serap yang besar. dapat dipreses menj ad i bentuk kristal 

, Y ng lebih sempurna, mengandun~ senyawa alumina hifrat. serta 

= 
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estabilannya. maka lempung ak t if dapat berfu nssi se bagai 

enukar ion, YDitu penukar kat ion mnupun r ... onllkar anion. 

ekanismc pertukaran kat ion pads lempung digambnrkan sebagai 

b rikut : 

1. Ion omonium (dari NH 4N0 3 ) sebagai penukar kat ion 

2. Pe rtukaran denQan kat ion lain 

, 
0 

/~ " /'"," / 0 " 
, 0 \ / . " " " " • , 

/ \ / "- / " / '. 0 0 0 0 0 0 

, 
0 o Uti 0 0 L 0 0 , 0 o ,,~. 

\1 ," I " / , 
/ " / 

--+ " " ,I + LIIO) ---p AI SI " ' 0/ '0 
I 

'0 I" 0/ '0 I , 1 , 
0 o 0 o · 0 0 0 
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Hekanisme pertukaran "anion pada tanah 
d"gambarkan sebagai berikut: 

+ • • 
o o"~ I 0 

" H/O "-
0 \ , / AI S1 • 1.1 III 

0'/' '0 0/ . '" ~ 

0/ 
, 

0/ '" 0 0 0 

o H+ 0 0 0 , / .. , / 
Z "1 51 

0, 0, / 
~ /0 

)00 ; "1· S1 • "1 
0/ \ 0/ '0 

---+ 
0' '0 0' 

\ I 
0 0 

I) 

. ". • r -~ "t 
')/ '0 

2.3. Teknik Amobilisasi Enzim 

'0 

51· 

' '" o 0 

. \) 

/. 
Slt F 

0/ '0 
..... 

Amobilisasi enzim didefinisikan sebasai proses 
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lempung 

untuk 

m nahan perQerakan enzim seoara sempurns, umumnya menghasilkan 

tu bentuk enzim yang tidak larut air, dan memungkinkan 

Sgunaan ulang enzim tersebut" 
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I Hetode amobllisasi enz im 

I 
I I 

IMetoda enZlm tak larut Hetode "enz im larut 

I 
Penjebakan 

Gel 
Fiber 
Hikroenkap 
su lasi 

I 
Pengikatan 

I 
Pengikatan karier Pengikatan silang 

- Adsorbsi fisik 
- Pengikatan 10n 
- Pengikatan logam / kelat 
- Pengikatan kovalen 

G mbar 2,4. Klasifikasi enzim amobil berdasarkan sifat interaksi 
enzim - materi pendukung dan slfat materi pendukung 

Penglkatan enzlm pada su atu karier yang tak larut dapat 

d'go longkan atas dasar car a enzim terikat, yaitu adsorpsi fisik, 

i stan ionik, ikatan kelat/losam dan ika tan kovalen, 

Pengika tan karier melalui adsorpsi fisi\( merupakan metode 

aJl'obili sasi enzim terlOudah, Holeltul-moleku enzim teradsorpsi 

Sfeara fisik pada permukaan karier padat, yang dapat dilakukan 

de gan cars membiarkan larutan enzim kont ak densan karier. 

Ka ena tidak ada spesies reaktif yang terlibat dalam prosesnya, 

ma a tidak ada perubahan konformasi enzim setelah amobilisasi, 

se~ingga aktifitas enzi~ dipertahankan sama seperti bentuk 
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t rlarutnya. Adsorpsi tergantung pada vnr iabc l eksperimen. ynitu 

p . sifat pclarut. kekuatan ion. j umlah enzim dan adsorben. 

w ktu, sarta temperatur. 

V riabcl-variabel tersebut harus dikontrol, karena ikatan antara 

p otein adsorben relatif le~ah (ikatan hidrogen. gaya van der 

W als, interaksi hidrofob). 

Pada amobilisasi melalui pengika~an i onik, molekul 

enzim melalui ikatan ion terikat pada materi pendukung padat 

ya g mengandung residu-residu penukar ion . Kad ang-kadang juga 

te libat adsorpsi fisiko Perbedsan utama antara metode ikatan 

i o dan adsorpsi fisik adalah kekuatan ikatannya. Pada ikatan 

io , ikatan enzim-karier lebih kuat dibandingkan adsorpsi fi s ik, 

t e api lebih lemah dibanding iaktan koval e n. 

Teknik yang relatif baru adalah penggu naan senyawa 

10 am transisi untuk aktifasi permukaan materi pendukung 

se ingga dapat bergabung dengan enzim melalui pembentukan kelat. 

Ha eri pendukung yang telah dicoba adalah gelas. chitin. cel i te. 

8 S 1fl alginat, gelatin dan selulosa, untuk amobilisasi enzim dan 

an ibiotik. 

Hetode yang penggunaannya luas adalah amobilisasi enzim 

den an ikatan kovalen an tara materi pendukung dengan residu pada 

enzim yang tidak diperlukan untuk kerja katalitik. 
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BAB I II 

HETODE PEHELITIAH 

3.1. Bahan Penellllan dan Alal 

Sampel penelitian meliputi enzim glukoamilase dan bentonit, 

G ukoamilase diperoleh dari Novo Industry, Untuk selanjutnya 

y ng dimaksud amilase adalah glukoamilase, Bentonit diperoleh 

d ri Keeamatan Punung, Kabupaten Paeitan, Jawa Timur, 

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini apabila 

disebutkan lain berarti berkualitas pr o - analisi5 

yanQ digunakan : NH 4N0 3 , HF , amonium molibdat, NaOH, kali-

um -natrium tartrat, H2S04 , Na ZHAs04 ,7H ZO. Na ZC0 3 , NS ZS04 • 

Cu 04,5H ZO, glukosa, tirosin, as am sitrat. smilum. NS ZHP0 4 , 

Alat utama yang dipakai: Spektrofotometer uv/vis 6105, 

3 .. Cara KerJa 

Pengikatan enzim pada pendukung bentonit dicoba melalui 

du oara, yaitu melalui ikatan ion dan adsorpsi fisiko Prosedur 

ak ivasi bentonit untuk dua jenis eara pengikatan in1 dirujuk 

da i penelitisn terdahulu, Untuk selanjutnya yang dimaksud 

de gan b~I'r\Lonil akU., adalah benton it yang diaktivas i untuk 

me gikat amilase seears fisik. sedang ben l on( t penukar kat (on 

ad lah bentonit yang diaktivasi untuk mengikat ami lase secara 

io ik. 
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.2.1. Pambualan benlon! l aklit 

Sampel benton it dibersihkan dari pe ngot o r - pengoto r yang me

I on~ol. dikorin"kan dalall'l ovon 130 °C, di6orhuk, dan diayak eoh-

ngga diperoleh serbuk bentonit. Selan j utnya s erbuk bcnton i t d i-

endam delam HF 1 X sclama 1-2 jam , di cuc i de ng an air s uli ng sa

pai bebes HF, dikeringkan dalam oven 13 0 ·cc , d itumbuk lagi sam-

3 i dipcroleh serbuk, dan diayak dengan de ra jat keha lusan 240 m-

sh . Solanjutnya dilakukan aktivasi don~nn cnrR : bontonit dir~n

s ikan dengan AIC1
3 

denQan pemanasan pada 50 00 C selama 5 j am s -

mb il dialiri gas N2 . Prose s ak t ivasi ter s ebut 

t agan alat pada gambar 3.1. 

,,~ , ... 4, ... 
5 . " 5 ,,~ 

. , 
, 

J' , 
'/ . ...-

L~~ 

B Ir 
Il 

1 

d i kerjakan 

• 

6 

Gambar 3.1 . Alat un t uk akt iv a s i ben ton it 

dalam 

K terangan gamber: 1. Tandon ga s H2 5. Tanur listrik ' 
2. Gelas ~ol 6 . Terll'lokopel 
3, Alel, 7 , Keluaran gas N

Z 4 . Lemp~ng benton it 8. Kran 
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.2.2. Pombualan benlonil pc nukar kalion 

nzim amilase yang digunakan mempunyai pH optimum di bawah 7, 

ehingga dalam larutan air bermuatan positif. Oleh karen a itu 

endukung bentonit diaktifkan agar d8r ~l berfunssi sebagni 

enukar kat ion dengan ion pasangan + + 
H atsu NH

4
. Bentonit 

enukar kat ion yang terbentuk berturut - turut diberi lambang B-H+ 

+ an B-NH 4 , 

D 

Pembuatan B - H+ 

Dilakukan prosectur aktivasi bentonit seperti pada butir 

3.2.1. Kernudien bentonit aktif dimasukkan ke dalam kolom yang 

telah berisi galas wol pada dasnrnya. Dia lirkan 100 ml 

larutan NH 4 N0
3 

1000 ppm sebagai influen. Kemudian ben

tonit dipindah ke dalam krus parse lin dan dipanaskan 130°C 

sampai kering, dilanjutkan pemanasan dalam tanur suhu 550°C 

selama 3 jam. dan didinginkan. 

Pembualan B - NH + 
4 

Dilakukan prosedur pada butir B di stas tanpa pemanasan. 

3 2 .3. Persiapan amllase 

Amilase berupa ekstrak ken tal yang diperoleh dari Novo Indus 

t y, diuji aktivitasnya dan ditentukan kadar proteinnya. Untuk 

3 obilisasi melalui adsorpsi fisiko ekstrak kental yang telah 

d ence r kan pada kada r 

• 

* tertentu langsung dikonta kkan pada 
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b ntonit aktif. Sedang untuk amobilisasi melalui ikatan ionik, 

e strak kental amilase terlebih dahulu ditambah beberapa tetes 

N OH 0 , 1 N sampai mencapai pH 
~ 

tertentu kemudian dien cerkan 

s mpai kadar tertentu* tanpa menggeser hnrga pH. 

C tatan ! * pH dan kadar tertentu di sini masih akan ditentukan. 

A UJl aktlvltas anulase 

Pembuatan peroaksi warn a arsenomolibdat : lima gram kristnl 

amonium molibdat dilarutkan dalam ao ml air, ditambah 4,2 ml 

H2S04 pekat sambi l diaduk, kemudian didinginkan. 

Kristal Na 2HAs0 4 .7H 20 sebanyak 0,6 gram djlarutkan dalam 5 ml 

air, larutan ini dicampur dengan larutan pertama dan diaduk. 

Larutan bening yang ber~arna kuning ini disimpan dalam boto l 

coklat dan diinkubasi selama 24 - 4B jam pada suhu 37oC. 

Setelah itu disimpan dalam lemari es. 
~ 

Pembuatan larutan Nels on A :satu setengah gram Sarnm Rochelle, 

3,0 gram NS ZC0 3 anhidros. Z,O gram NaHC0 3 dan IB,O gram 

Na ZS04 anhidros dilarutkan dalam 

diencerkan hingga volume 100 mI. 

ai r sambi l diaduk dan 

Pembuatan larutan Nelson B : dUB gram CuS04 .5H ZO dilarutkan 

dalam air, ditambahkan 18 gram Ns 2S04 nnhidros, diaduk hingga 

larut, diteteskan 1-2 tates H2S0 4 pekat, dan diencerkan 

sampai 100 AU . 

Pembuatan l arutnn Cu alkalis: Dicampur 4 volume larutan 

Nelson A dengsn 1 volume larutan Nel son S, dan diaduk . 
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Larutan in1 harus dibuat S88 t hendak di?8k a i. 

Pembuatan kurva kalibrasi glukosa : 
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Disiapkan 5 bush 1arutan glukosa standort nengan kadar 0,02; 

0 , 03; 0,05 , 0,08, dan 1 roS/mi. Setiap larll t an dipipet 0 . 1 ml 

ke daten 5 tabuns r eaksi. ditambah 1 ml H20 dan 2 ml poreaksi 

Cu alkalis, dipanaskan pada pe nangas air 100°C 10 menit, 

didinginkan. ditambahkan 2 ml pereaksi wnrna arsenomolibdat 

dan dikocok sehingga gelembung gas hab is. Ditambah akuades 

4.9 mI, dikocok. diukur serapsn filtrat ya ng j ernih pada A 

520 nm. Ke mudian dibuat grafik koder gluk osa terhadsp serapan 

pada 520 nm. 

Uji Aktivitas : Dis i apkan d un bush ta bu os reaksi. d i beri 

tands B (blangko) dan E (eksperimen) . Ke dalam tabuns B 

dimasukkan 0,1 ml larutan enzi~ yang te l ah dipanaskan pada 

100°C 10 menit. Pada tabung E dimasukk a n 0 ,1 ml larutan 

amilase yang masih segar. Pada kedua t a bu ng d it a mbahkan 1 ml 

larutan amilum 1 X dalam burer pH 5,5, kemud i an diinkubasi 

pada 40°C selama 10 menit , segera dipanaskan pada penangas 

air 100°C. Kemudian ditambah 2 ml pereaksi Cu alkalis. 

dipanaskan 100°C dengan penangas air selama 10 menit , tabung-

tabung direndam dalam air dingin, ditambah 2 ml pereaksi 

~arna, diko cok sampai gelembung Sas habis, terakhir 

ditambah 4 , 9 ml H20, dikocok.: dan diukur serapannya pada 520 

nm. 
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D Pen9n~uan kadar prol9in 

Kadar protein ditentukan dengan eara pengukuran serapan 

larutan pada 260 nm menggunakan spektrof o tometer, dan 

dibandingkan dengan larutan tirosin standar. 

Pembuatan kurva kalibrasi tirosin: dibuat Iarutan tir osin 

standar dalam Hel 0,2 N, dengan kosentrasi 10, 20, 30, 40 

dan 50 ~~/ml. Dibuat kurva kadar tir osin terhndnp serapan 

pada >.. 260 nm. 

32.4. Penenluan kondlsi oplimum penglkalan benlonll-anulase 

Variabel yang menentukan adsorpsi fisik antars ami lase dan 

b ntonit aktif adalah suhu, lama kontak, dan konsentrasi 

a i1a5e. Sedang variabel yang menentukan ikatan ionik an tara 

b ntonit penukar kat ion dan ami lase adalah suhu, lama kontak. 

k nsentrasi amilase. dan pH. Berikut ini ditentukan kondisi 

o timum tiap variabel tersebut. 01 5ampinQ itu dalam pembentukan 

i atan ionik antare benton it dan amilase, akan dibandingkan ke

k atan ikatan yang terjadi bila menggunakan bent onit B-H+ dan 

8 NH+ 
4 

A. Hembandingkan kekualan benlonil D -Nl-I~ dan B-U+ dalam mengik:al 

am.11ase 

Disiapkan dua buah tabung reaksi, tabung I diisi 0.25 gram 

+ serbuk bentonit B-NH 4 dan tabung II diisi 0,25 gram serbuk 

benton it B-H+. Ke dalsm tisp tabung ditambahkan 0,2 ml 

larutan anilase pH 5, didiamkan 30 menit, kemudian dibilas 
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dengsn 10 ml bufer fosfat 

jumlah pengaduk- an 5ama, 

sitrat pH 5. 
I 

dipusingknn. 
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Sete lah diaduk dengan 

Filtrat dipisahkan dan 

diukur serapannya pada A 280 nm. Pembilnssn diulang empat 

kali sehingga diperoleh lima bush data serapnn bilasan. 

B Var l as l suhu 

Disiapkan ti s a buah tabuns reaksi. Ke dalam tiap tabun" 

dimasukkan 0,25 gram bentonit nktif. Tabuns r eaksi diberi 

nomor I t II dan III . Suhu pada tabung I diatur sampai 15°C, 

tabuns II suhu 25°C dan tabuns III suhu 3SoC. Ke dalam tiap 

tabung ditambahkan 0,2 ml larutan amilase , dibiarkan 30 

menit, kemudian ditambah 10 ml aquades dan diaduk dengan 

jumlah pengadukan yang sarna, segern djPllsingkan, filtrat 

dipisahkan dan diukur serapan- nya pada A 7.80 nm. 

C Varl as l l ama konlak 

Disiap kan tujuh bush tabung reaksi, mssing-masing diberi 

tanda a ,5 ,10 , 15 ,30 , 45 dan 60 . Ke dalam tiap 

tabung dimasukkan 0,25 gram bentonit aktif dan 0,2 rol larutan 

amilase. Pada tabung yang bertanda 0 segera ditambahkan 10 

rol aquades setelah kontak. Sedans pada tabuns-tabung yang 

lain, penambahan 10 rol aquades dilakukan setelah kontak 

ami lase dan bentonit berlangsung se lama waktu yang ter te ra 

pada tiap tabuns (5 • 10 • 30 • 45 dan 60 ) . Setelah diaduk 

den~an juml a h pengadukan yang sarna, seger a d i pusingkan, 

f il t rat d ipisahkan dan di t entu kan se r apannya pada A 280 nm. 

M I LIK l 
PER PUSTAKAA N 

UNIYERSllA. AJRLANGG 

SUR'R'YI\ 
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Variasl pH larulan amllase 

Disiapkan enam bush tabung rcaksi, secara berurutan ditnndai 

pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8. Ke dalum tisp tabuns dimasukknn 

0.25 gram serbuk bentonit penukar ka tion. Dlsiapkan 1arutan 

amilas8 25X den~an pH 4. 5 , 5,5, 6, 7, 8, ynn~ dibuat d~n"an 

cara menambah HaOH 0,1 N pada 1arutan ami lase induk sampai 

diperoleh larutan aml1ase 25 X pH tertentu. Hasing-roas i ng 

larutan ami lase sehanyak 0 .2 ml dimasukkan ke dalan tabung 

berisi bentonit yang sudah disiapkan sesuai dengan tands yang 

ada . Dibiarkan terjadi kontsk antara benton it dan ami lase da

lam senua tabung selama 30 menit, dan ditambah kan 10 ml bufer 

fosfat sitret pH tertentu (Be~u81 dengan pH se tiap ami lase 

dolan tabun~). diaduk den~sn jumlsh penQsduk yang sama, dan 

dipusingkan . Setiap filtrat dipisahkan dan diukur serap~nnya 

pads A. 280 nm . 

E. Variasi konsenlrasl larulan am11ase 

Disiapkan enam bush t abung reaksi yang berisi 0,25 gram 

benton it aktif. Pada tabung diberi tanda I, II, 

dan VI. Pada tiap tabung dit~mbahkan larutan 

kadarnya berbeda-beda, yaitu tabunQ I 100 X, 

III, IV , V 

ami lase yang 

tllbuntt-tabuntt 

berikutnya secara berurutan 20 X, 10 X, 7 X, dan 5 X, . 

Setelah didiamkan 30 menit, tiap tabung ditambah 10 m1 

aquades dan diaduk dengan jumla"h pengadukan yang sam a , 

kemudian dipusingkan . Setiap filtrat ditentukan serapannya 
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pada 280 om . 

. 2 . 5. UJl Kokualan adsorpsi fls1k benloni l-ami lnse 

Disiapkan sebuah tabung reaksi yang berisi 0.25 g bentonit 

ktif. dibiarkan pada suhu optimum. Kemudian ditambahkan 0,2 ml 

arutan ami lase bersuhu optimum, dibiarkan sampai adsorpsi op-

imum . pada ruang bersuhu optimum. Kemudian dibi las dangsn 10 rol 

ku ades bersuhu optimun, diaduk, diPllSingkan, dan filtrst d i ukur 

erapannya pada A 280 om. Pembilasnn dengsn 10 ml aquades diu-

mpat kali hln"Qa diperoleh lim a data Gorapan pada 280nm . 

• 2.6. UJi kekualan lkalan lonik benlonll - aml1ase 

Dis i apkan empat bush tabuos reaksi yang masing-masing ber-

si 0,25 g benton it penukar kati on , diatur pada suhu optimumnya. 

iap tabunQ dit amhah kan 0,2 rol larutan a~i la se bersuhu optimum, 

ibiarkan sampai adso r psi optimum pada ruangan bersuhu opt i mum, 

emudian dilakukan pembilasan deng a n c a~ran pembilas yang 

erbeda-beda untuk tiap tabung, yaitu t abung I dibilas deng an 10 

1 bufer f osfat -s i trat pH 5,5, tabung II dibilas dengan 10 ml 

larutan amilum 1,25 X dalam fuber pH 5,5 tabuns III dibilas 

dengan 10 mi larutan amilu m 2 , 5 X dalam bufer pH 5,5 dan 

t bung IV dib11a5 dengan 10 ml larutan amilum 5 X daism bufer pH 

5 ,5 . Sete lah dipusingkan, diuku r se r apan filtrat pada ~ 280 nm 

m nggunakan blangko larutan pembilasnya masing-masing. Prosedur 

p mbila s an ini diu lang 3 kali, se hingg a dipero leh empat data 
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s rapan pada h 280 nm untuk setiap tabung reaksi. 

3.2.7. UJl akt.l vi tas arnilase amobil secara s 1 nambun g 
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Ditlnban~ 4 ~ram serbuk bentonit pe nuk ar kation, dibunt 

b rsuhu optimum, dimasukkan ke dAlam gelas Beaker 10 ml yang 

b risi 3 ml larutan glukoamilase b e r s uhu optimum dan pH 

o tlmuli. Dibiarkan pada suhu optimum selama waktu kontnk 

o tillurmya . KOlludinn dill8sukkan ke dalam kol otrl yang bag ia,n 

b wahnya diberi golns \.101, dangsn bantunn io ml In rutan p a ti 2.5-

X slam burer pH opt i mumnya. Kemudian kolom glllkoamilase allabi l 

dipi ndah pada suhu kamar, dan larutan pati dalam kolom 

dikel uarkan se luruhnya sebagoi cfiuen tetes demi tetes yang 

ditampung dalam tabung reaksi. Setelah kadar protein efluen 

ditentukan , segera dipanas kan pada penangas air 100 0 C dan 

ditentukan kadar gul a nya d e ngan metode Somogyi- Nelson. 

, 
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN DAN PEHBAHASAN 

4 1. Persiapan Glukoal~lase 

Amilase yang diperoleh dari Nov o Ind ust ry berupa 

e strak kental b6r~arna coklat . Untuk percobaan-percobaan 

s lanjutnya bila ta k disebut lain, maka yang dimaksud larutan 

D ila56 adalah larutan yan~ berkadar 25 X eks tr ak amilase . Jadi 

1 rutan ami lase adalah pengenceran ekst rak ami lase sebanyak 

e pat kali. 

4. 2 . Akli vilas Amilase 

Ekstrak amilsse ditentukan aktivitasnya menggunskan 

s bstrat larutan pati 1 X. Glukoss yang terbentuk dar i reaksi 

er zimatis ditentukan dengsn me~ode Semogyi Nelson, hasilnys 

tfrters pads tabel 4.2, sedans data dan kurva ba ku glukosa 

b rtufut-tUfut pads tabe l 4 . 1 . dan gambar 4.1. 

Tapel 3 .1. Data serapsn larutan glukoss standar pada ~ 520 nm 

Larutan glukosa 
(mg / ml) 

0,00 
0.01 
0,02 
0,05 
0,08 
1,00 

Serapan pada ~ 520 nm 

0.212 (bl.ngko) 
0 .264-0, 212 = 0.052 
0.322-0.212 = 0,110 
0.335-0,212 = 0, 123 
0,464-0,21 2 = 0,252 
O,5a3-0 , 212 = 0.3B1 
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~ ~------------------------------~------~~~~~~:Ckad ar glukosa 
G ~bar 4.1. Kurva stander glukosa ( ms / ml) 

T bel 4.2. Data hasil uji aktivitas amilase 

erapan ada).. 2( nm Glukosa ( m~Uml Aktivita. U/ ml 

0,502 x 10 26,25 26,25 

atatan: Satu unit sktivitas (U ) adalah jumlah enzim yang 
membebaskan 1 mgram gula pereduksi yang dihitung 
sehasai glukosa per menit pada kondisi percobaan 

4 3. Kadar Protein Dalam Ekslrak Amilase 

Kadar ami lase yang ada deIsm larutan diikuti dengsn melihat 

k dar proteinnys.yang ditentukan dengsn me ngu ku r serapsn lerutan 

p da h 260 nm, menggunakan stander tiros in . Hasil pengukuran 

k dar protein ekstrak a mil ase terdapat pad a tabel 4.4, " 5ed8n~ 

d ta dan kurva standar tirosin berturut-turut terdapat pada 
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4. • Has11 Penenluan Kond1s1 Opl1mum Peng1kalan Ami1ase Pada 
8enlonit 

4 •• 1. Has~1 uj1 perbandlngan daya 1kat benlonil 8-NH: dan B-H+ 

Kekuatan ikatan ion yang terbentuk antar~ bentonit penukar 
+ + ion bentuk B-NH4 dan B-H dengan ami lase dibandingkan dengan 

a mengukur kadar protein yang 1010s / terikut dalam filtrat 

11 bilasan enzim amobil. Data yang diperoleh pada tabel ~.5. 

Ta el 4.5. Data kadar protein yang 1010s selama pe~bilasfn 
amilase amobil dengan'pendukung bentonit B-NH4' B-H 

Oat 

den 

men 

pen 

B i ~ a s a n 
8enton1t I II I III IV 

S P S P S P s. P 

8-NH+ lax 0,99 5x 0.13 lx 0,05 lx 0,04 4- . 0,630 0,216 0,397 0,337 

a-H+ lax 0,8e 1x 0,08 Ix 0,05 lx 0,04 0,828 0,594 0-,-398 0,274 

Keterangan! S = Serapan pada panjang gelombang 280 nm 
P = Kadar protein (mg/ml) 

kadar protein yang 1010s pada pellbilasan enzim amobil 

an pendukung bentontt bentuk B-H+ lebih keell dibanding bila 

bentonit bentuk + B-NH4 . Haka disimpulkan bahwa 

kung bentonit bentuk B-H+ lebih kuat mengikat amilase 

+ ada bentonit B-NH4 . 
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. " 4.2. Suhu opt.imum 

Variasi suhu dilakukan untuk menentukan suhu optimum 

p ngikatan amilas~ oleh bentonit. Dalam hal ini diwakili oleh 

b ntonit aktif. Protein yang terikui dalam fi1trat hasi1 bilasan 

«( ari prosedur butir 3.2.4.B), merupakan protein yang 1010s 

k rena tidak teradsorpsi oleh bentonit. Makin keeil kadar 

p otein dalam bilasan berarti semakin baik kondisi suhu .yang 

d gunakan. Data yang diperoleh terdapat pada tabel 4.6. 

T~bel 4.6~ Kadar protein yang 10los selama prosedur pengikatan 

amilase oleh bentonit pada berbagai suhu. 
_~uhu Serapan bilasan pd ~ 280 nm Kadar protein yg lolos mg/ml 

50 C 11 x 0,251 0,34 
450 C 11 x 0,550 0,86 
~50C 11 x 0,621 0,97 

Peda kisaran suhu yang dieoba, semakin tinggi suhu maka 

pengikatan amilase bentonit semakin rendah. 

4.4.3. Lama kont.ak opt.imum 

Variasi lama kontak amilase dan bentonit dilakukan untuk 

me~entukan waktu yang diperlukan oleh bentonit untuk mengikat 

amilase seeara optimum. Hal 1ni ditentukan atas dasar pengukuran 

ka~ar protein yang terikut dalam bilasan (dari prosedur butir 

3.2.4.8). Data yanS diperoleh tertera pada tabel 4.7 dan tabel 
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4.8. 

Tabel 4.7. Kadar protein yang lolos selama prosedur pengikatan 
amilase oleh bentonit penukar kation pada lama kontak 
yang berbeda 

~ama kontak Serapan bilasan pada 
menit) X 280 nm 

10 11 x 0,264 
20 11 x 0,246 
30 11 x 0,242 
4a 11 x 0,261 
50 11 x 0,250 

Kadar protein yang 
10108 (mg/ml) 

0,36 
0,34 
0,33 
0,35 
0,34 

Lala kontak 30 menit memberikan data kadar protein yang 10108 

pa ing keeil, jadi waktu optimum kontak bentonit aktif kat ion 

dar amilase untuk menga1ahkan spektrum ada1ah 30 menit . 

Tatel 4.8. Kadar protein yang 1010s selama prosedur pengikatan 
amilase oleh bentonit aktif pada lama kontak yang 
berbeda-beda. 

~ama kontak Serapan bilasan pada 
(menit) A 280 nm 

10 11 x 0,327 
20 11 x 0,320 
30 11 x 0,305 
40 11 x 0,311 
50 11 x 0,315 

4.4 4. pH optimum 

Kadar protein yang 
1010s (mg/m1) 

0,47 
0,46 
0,44 
0,45 
0,45 

Varia3i pH ami lase di1akukan untuk menentukan pH optimum 

bag pengikatan seeara ionik oleh bentonit penukar kation. 

Dal m hal in1 yang diukur ada1ah jum1ah protein yang 1010s da1am 
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b lasan, setelah prosedur pengikatan amilase oleh bentonit. Data 

y~ng diperoleh tertera pada tabel 4.9 .. 

Tsbel 4.9. Kadar protein yang 1010s selama prosedur pengikatan 
ami lase oleh bentonit penukar kation pada berbagai pH 

pH Serapan pada ~ 280 nm 
bllasan I bilasan IX 
7 x 0,383 7 x 0,447 
7 x 0,334 7 x 0,267 
7 x 0,302 7 x 0,261 
7 x 0,450 7 x 0,455 
7 x 3,383 7 x 0,552 
7 x 0,357 7 x 0,524 

Kadar protein yang 10los (mS/ml) 
pada bilasan I pada b~lasan II 

0,37 
0,31 
0,28 
0,45 
0,37 
0,35 

0,44 
0,23 
0,22 
0,45 
0,55 
0,60 

Da ~ data tersebut, disimpulkan bahwa pH 5,5 adalah kondisi 

te baik baai terbentuknya ikatan ionik antara amilase dan 

bertonit penukar kation, karena data protein yang lolos palins 

kec il. 

4.4~5. Var1as1 konsentras1 larutan am11ase 

Untuk mengetahui apakah ada pengaruh konsentrasi amilase 

terhadap efektifitas pengikatannya oleh bentonit, maka dilakukan 

var asi konsentrasi. Efektifitas pengikatan ini ditentukan atas 

das~r se1isih jum1ah protein yang terdapat dalam larutan amilase 

seb lum dan setelah kontak dengan bentonit. Data yang didapat 

pad tabel 4.10. 
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T~bel 4.10.Kadar protein yang diadsorpsi oleh bentonit pada 
prosedur pen,ikatan menggunakan kadar 1arutan amilase 
berbeda-beda . 

11 adar Serapan bilasan pada Protein yang diadsorpsi 
II >... 280 nm milase 

.(X) sebelum sete1ah 
11 serapan kadar (mg/ml) kon tak bc!nWnit kontak antomt 

100 0,712 0,583 0,129 0,015 
20 0,146 0,111 0,035 0,003 
10 0,080 0,051 0,029 0,002 

7 0,064- 0,034 _ 0,030 0,002 
5 0,056 0,008 ° 031 0,002 

Setelah diketahui kondisi-kondisi optimum untuk pengikatan 

am11ase oleh bentonit, maka dilakukan prosedur amobilisasi 

me~ggunakan kondisi optimum tersebut. Selanjutnya amilase amobi1 

yalg diper01eh diuji kekuatan ikatannya. 

4-. ~. Has!1 VJi Kekualan Adsorpsi Fisik Benloni l-Amilase 

Ke uatan ikatan adsorpsi fisik yang terjadi antara bentonit dan 

am lase diuji dengan cara melakukan pembilasan beru1ang kali 

merggunakan pembilas aguades. 

Tate1 4.11. Protein yang 10los da1am bilasan I sId V se1ama pem
pembi1asan amilase amobil (adsorpsi fisik) 

Bj1asan Serapan pada >... 260 nm Kadar protein yang 1010s (mg/ml.) 

~I 10 x 0,731 1,04 
10 x 0,200 0,23 

II 1 x 0,280 0,03 
~V 1 x 0,810 0,12 
'I 10 x 0,199 0.17 

. 
. f. 
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o ri data kadarprotein yang lolos. maupun bahwa adsorpsi fisik 
oleh bentonit mempunyai daya ikat yang lemah. Pada 

IV dan V protein yang setelah diikat 10los lagi. Haka 

m tode pengikatan secara adsorpsi fisik tidak dipilih dalam 

pe elitian in1. 

Has!l UJ! Kekuatan Ikatan Ion Pada Bentonil-Amilase 

Kekuatan ikatan ion antara bentonit penukar kation dan 

am lase pada pH 5.5 (bermuatan negatif ) diuji dengan cara 

me akukan pembilasan berulang k~li. Cairan pembilas yang dipakai 

ad 

la 

bufer fosfat-sitrat pH 5.5. Dicoba pula cairan pembilas 

amilum berbagai konsentrasi dalam bufer fosfat-sitrat pH 

5, . Hal ini sesuai dengan aplikasinya. yaitu larutan amilum 

di 

di 

sepanjang kolom ami lase amobil. Kolom amilase amobil 

baik bila larutan amilum yang dialirkan sebagai 

in luen, keluar dari kolom sudah dikonversi menjadi gula, sedang 

amilase tetap tertahan dalam kolom. 

Hasil penentuan amilase (diukur sebagai protein) yang 

101 s (terbawa bilasan), selama pembilasan amilase amobil yang 

at melalui ikatan ionik terdapat pada tabel 4.11. 
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Tabel 4.12. Protein yang 1010s pada bilasan I - IV menggunakan 
pembi1as 1arutan amilum densan variasi kadar, se18-
pembi1asan ami1ase amobi1 ( ikatan ionik ) 

L~r utan ami1um B i 1 a s a n 
dill am bufer I II III IV -
p~ 5,5 (X) S P S P S P S P 

0 10 x 0,210 0,24 0 0 0 0 0 0 
1.25 1 x 0,645 0,09 0 0 0 0 0 0 
2,50 1 x 0,176 0,02 0 0 0 0 0 0 

KI terangan: S = Serapan pada 280 nm, P = Kadar protein (mS/ml) 

Paea tabe1 4.11 nampak bahwa bi1asan II, III dan IV tidak 

men~njukkan adanya protein yang 1010s, berarti amilase diikat 

kua~ oleh bentonit penukar kation bentuk B-H+. Adapun protein yanf 

ter kut pada bi1asan I merupakan ke1ebihan enzim, karen a da1am 

pro edur amobilisasi enzim dibuat berlebih. 

Dari hasil uji kekuatan ikatan pada tabel 4.6. 4.11 dan 

4.1 maka dapat disimpu1kan bahwa bentonit penukar kation 

B-H yang paling kuat mengikat amilase, sehingga bentuk ini yang 

dipilih da1am penelitian. Untuk selanjutnya yang 

bentpnit adalah bentuk B-H+. 

dimaksud 

4.7. Has!l Uj! Akt!v!tas Amilase Amab!l Secara S!nambung 

Kolom amilase amobil. dibuat dari 4 gram bentonit yang 

diko takkan dengan 3 ml larutan amilase pH 5,5. diuji dengan 

meng lirkan larutan amilum 2,5 X dalam bufer pH 5,5 sebagai 

infl\ en. Cairan yang menetes dari kolom ditampung seluruhnya. 
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Di)eroleh 9 ml efluen. yang ditentukan kadar gulanya dengan 

me ode Somoayi Nelson. Kemudian kolom amilase diuji sekali lagi 

de gan mengalirkan amilase dalam jumlah yang sama • diperoleh 

ef uen sebanyak 8 mI. Hasil uji kadar gula pada kedua efluen 

te tera pada tabel 4.13. 

Protein yang tidak teradsorpsi oleh benton it selama 

prcsedur amobilisasi akan 1010s bersama efluen pada uj i 

aktivitas di atas.-Hasil penentuan kadar protein yang 1010s 

terpapat pada tabel 4.14. 

T ab ~l 4.13. Kadar gula efluen pada uj i aktivitas amilase amobil 
seeara sinambung 

E luen Volume (ml) Serapan pada 520 nm Kadar glukosa mg/ml 

I 8 4 x 0.695 4,69 

I 8 5 x 0,622 5,25 

Tiap ml influen menQandung 25 mg patio Setelah dialirkan 

ke dalam kolom amilase amob!l (berukuran panjang 2 em, diameter 

3 e~), efluen yang keluar dari ko10m mengandung 

sejumlah: 4.69 + 5.25 = 4.97 mg/ml. -----2-----
Jad! pati yang dikonversi menjadi gula pereduksi adalah : 

4.97 mg x 100 % = 19.88 X 
25 mg 

glukosa 

Dera at konversi sebesar 19.88 % dapat ditingkatkan dengan 

mena bah ukurankolom amilase amobil. yang pada kesempatan 
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PEnelitian kali ini belum dilakukan karen a kendala waktu dan 

h in-lain. 

Topel 4.14. Data hasil penentuan kadar protein yang 1010s dalam 
efluen selama uji aktivitas kolom amilase amobil 

Efluen 

I 

II 

Serapan pada 280 nm 

0,382 x 101 

0,317 x 10 

Kadar protein, mg 

5,06 

0,42 

Prote in yang 10105 dalam ef lueu 'r mos i h t inggi, in i 

melupakan kelebihan protein yang tidak diikat oleh bentonit 

katena dalam prosedur amobilisasi kadar enzim dibuat berlebih 

Pada efluen II. kadar protein sudah menurun drastis, menunjukkan 

bahwa sebagian besar protein terikat oleh bentonit. 

Efluen II yang lebih kecil kadar proteinnya menunjukkan 

akt~vitas yang lebih tinggi dibanding efluen I. Berdasarkan 

kenvataan ini dapat diduga bahwa protein yang 1010s pada efluen 

buk~n amilase, melainkan protein lain yang merupakan inhibitor 

bag amilase, atau enzim lain yang bekerjanya berlawanan dengan 

ami ase. 
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BAB V 

KEslHPVLAN DAN SARAN 

5. 1 • Kesi mpul an 

1. 

2. 

Dar! has!l penelitian dan pembahasan disimpulkan: 

dapat diaunakan sebaaal materi pendukuna untuk 

alukoamilse amobil, dalam bentuk p.nukar kat ion 

optimum untuk penalkatan alukoamilase oleh bentonlt 

dalah pH 5,5; sUhu 25 0 C; dan lama kontak 30 menit, 

3. olom glukoamilase amobil yang diperoleh dengan ukuran tinggi 

em dan diameter 2,5 em, mempunyai kemampuan menghidrolisis 

ti menjadi gula dengan derajat konv~si 19,88 X. 

5.2. Sarah 

Berdasarkan hasil penlitlan, maka disarankan: 

1. m lanjutkan penelltian untuk menentukan ukuran kolom 

g ukoamilase amob!l yang dapat menahtdrolisis pat! menjadi 

g ukosa denSan derajat konversi 100 %1 

2. m gembangkan metode tersebut untuk skala industri. 
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